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摘　要　基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱 (M ALD I- TO F- M S) 具有高通量和高灵敏度的特点, 适合分
析超微量蛋白质、肽、多糖和核酸。本文综述近年来采用M ALD I- TO F 质谱技术分析中枢神经系统单个细胞或组
织内超微量多肽和翻译后修饰多肽组成方面的研究进展, 说明该技术能更直接和真实地揭示生物体内所进行的生
化反应途径和信号传导机理。









基质辅助激光解吸电离 (m atrix assisted laser
deso rp t ionöion iza t ion, M ALD I) 是一种脉冲式软电
离技术。经电离的样品从离子源转送到质量分析器
内进行分析, 得到其分子量。由于M ALD I离子源产
生的离子常用飞行时间 ( t im e of fligh t, TO F ) 质量
分析器来分离, 所以M ALD I常与 TO F 连在一起使
用, 称为基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱




宽, 新型M ALD I- TO F- M S 的检测灵敏度可高达
fmo l (10- 15mo l) , 质量范围可达 400 kD a 以上; 测
定速度快, 可对混合样品直接分析; 仪器构造相对简
单, 操作较容易等, 因此是一种非常适合生物活性物
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质快速、大规模、高通量筛选的大型分析仪器。为了
提高M ALD I- TO F - M S 的分辨率和获得更多生
物大分子的结构信息, 近年来, 国际上的生物质谱仪
器生产厂家, 对离子源、检测器等不断进行改进, 发
展了各种新技术, 例如, 离子反射器 ( ion m irro r 或
ref lect ron)、延迟提取 (delayed ion ex tract ion, D E)、
快速数字转化器 ( fast d ig it izers) 源后裂解 (po st
sou rce decay, PSD ) 和 源 内 碰 撞 诱 导 解 离
(co llision2induced2dissocia t ion, C ID ) 等分析技术,
使M ALD I2TO F2M S 的分辨率和准确度大大改善,
可达到 20000 (M ö∃M ) 以上和 10- 6数量级。本文侧
重综述近年来采用M ALD I- TO F 质谱技术直接分
析中枢神经单个细胞或小块组织中超微量蛋白质、
多肽和翻译后修饰多肽组成的研究进展。实际应用
表明,M ALD I2TO F 质谱技术能更直接和真实地揭
示中枢神经系统内生化反应的机理与途径。
2 样品制备与分析技术








图, 这是其它分析仪器无法做到的。尽管M ALD I-















的实验技术[1 ] , 例如, 适合于细菌和人乳腺癌细胞的
溶胞产物分析方法和组织有机膜印迹技术等。基质
可以直接滴加在新鲜组织上, 也可以采取电喷雾电
离 (electro sp ray ion iza t ion, ES I)方式直接把基质喷
射在组织切片上, 或将样品吸附在硝酸纤维素膜上,
然后再进行质谱分析, 测定的准确度和重现性没有
明显降低, 检测极限可达 1pmo l[2 ]。在直接分析中枢
神经元多肽组成和结构信息过程中, 当分子量在
500～ 800 范围内时, 受磷脂和基质的影响, 尤其磷
脂的异质性, 磷脂峰可覆盖质荷比 (m öz) 500～ 800
的范围, 使确定多肽质谱峰产生困难[3 ]。此时, 如果
在解剖时, 小心去除神经鞘, 并调整合适的激光能量
和位置, 仍然可以获得较高质量的质谱图。
Garden 等[4 ]发展了一种简单的脱盐方法, 其中




方法是, 在解剖神经元时, 用生理盐水代替DHB 基
质, 使脱盐与神经元分离同时进行。采用这种样品处
理技术, 发现了海兔神经元产卵激素 (egg laying




为离子源, 其背景噪声峰几乎涉及每一个m öz 值。
待测离子信号强度与背景噪声相仿时, 二者几乎无
法分辨, 除非采用特殊方法提高信噪比, 如增加累加
时间和次数等。Cap rio li[6 ]使用M ALD I离子阱 ( ion








M ALD I- TO F 质谱技术在低分子量范围的应用,
例如在单细胞内同时检测神经递质和神经调节肽。
最近, B randon 等人[8 ] 报道了一种M ALD I-
TO F - M S 的改进技术,M ALD I- IM - TO F 质谱
技术, 它是在 TO F 质量分析之前引入 IM (离子趟
6 　　　　　　　　　　　　　　　　　分 析 仪 器　　　　　　　　　　　　2004 年第 2 期
度, ion mob ility) 技术, 以提高分离蛋白质混合物的
分辨率, 并涵盖更大的酶解片段和氨基酸组成的测
量范围。如果进一步将 IM - TO F 与 S ID (表面诱导
解离, su rface2induced dissocia t ion) 结合起来, 则可
在得到肽质量图谱的同时, 解析出一级信息。而且,
IM - TO F- M S 与其他技术具有良好的兼容性。例
如, IM 分离过程可在低压 (1. 333kPa) 下进行, 这样
IM 到质谱高真空区域的接口更容易实现。 IM 的快
速分离能力与 TO F 质量分析器的数据产生速度也
具很好的兼容性。在检测器方面, 正在尝试使用一种
低温微粒检测器 ( cryogen ic part icle detecto rs) , 它
能克服微通道板检测器 (m icrochannel p la te,M CP)
在检测高分子量生物大分子方面的不足, 对 750






鉴定蛋白质样品, 比传统方法提高灵敏度 10～ 50
倍。该技术与镀膜靶技术 (基质与硝酸纤维素膜混
合, 在靶上均匀镀一层薄膜) 结合使用时, 可以使样
品点尽量缩小, 从而极大地提高样品浓度, 使肽信号
大幅增强, 提高了 M ALD I2TO F2M S 的检测灵
敏度[10 ]。
3　细胞内多肽组成分析






为 0. 01%～ 0. 1% )。许多研究工作者已经直接采用
M ALD I- TO F 质谱技术进行组织或组织切片、完
整细胞的蛋白全质谱图分析。首例用M ALD I 质谱
技术研究单细胞的报道是 V anveelen 等人[11 ] 对
L ym naea stag na lis 神经元进行的研究。此后, 越来
越多的研究者开始将M ALD I 质谱技术应用于细胞
与组织多肽的研究, 取得了一系列重要成果。V eelen
等人[12 ]在采用M ALD I 质谱技术研究单个神经元
多肽过程中, 发现了产卵激素原 ( egg laying
p roho rmone) 来源的一组复杂的肽, 除已知的肽外,
还检测到了两种新肽。类似的研究还发现了浅黄细
胞 ( ligh t2yellow cells, L YC) 肽激素原新的剪接产
物。W o rster 等人采用M ALD I 质谱技术研究了
L ym naea 单 个 神 经 元 中 FM R Fam ide 基 因 的
mRNA 选择性剪接表达模式, 证实了该基因转录产
物编码的不同肽段存在相互排斥性表达。L i 等人[3 ]
用实验证明, 侧腹神经连索 (p leu ra l abdom inal
connex t ive, PA C ) 中 EL H 和 酸 性 多 肽 ( acid ic
pep t ide, A P) 可以从袋细胞 (bag cell) 输送到脑神
经节, 这些多肽可能参与神经信号传导和执行新生
理功能。K lau s 等人[13 ] 采用M ALD I 质谱技术对
L ym naea stag na lis 阴茎神经进行详细研究, 发现该
神经中含有大量复杂的肽, 其中有两种未见报道, 分
子量与已知的单细胞蛋白 (sing le cell p ro tein, SCP
)A 和B 相似。在中枢神经伸入阴茎的轴突处也发
现了这两种肽。将M ALD I 质谱技术用于研究蛙
xenopu s laevis 垂体中叶m elano trope 细胞中鸦片
样肽促黑素促皮质素原 (p ro2op iom elanoco rt in,
POM C ) 的加工产物, 展示了 POM C 加工产物的全
貌[14 ]。M ALD I质谱技术研究单细胞多取材于软体
动物神经元, 其尺寸一般大于 500Λm , 也包括直径
在 10～ 30Λm 范围内的细胞。近期, R ubakh in 等[15 ]
将M ALD I 质谱技术应用于鉴定海兔突触小泡 (直
径仅 0. 8～ 2. 0Λm ) 内的多肽组分, 发现在每个小泡
内含有至少由 4 个基因所表达的 10 种多肽。F loyd
等[16 ]将M ALD I- TO F 质谱仪与微孔液相色谱仪
(m icrobo re liqu id ch rom atograph ) 联 用, 利 用
M ALD I 确认并指导肽的纯化过程, 并获得较好的
分离效果。
此外,M ALD I 质谱技术还可以用于菌种的快
速鉴定, 在鉴定致病菌、环境污染监测和签别生物武
器等方面将起重要作用。电喷雾质谱技术 (ES I-
M S)需要对待分析细胞进行溶解, 而M ALD I 质谱
技术则可直接进行分析。传统方法鉴定结核杆菌属
中的分支杆菌需要数周时间, 而应用M ALD I 质谱
技术则在数分种或稍长的时间内即可完成。把待分
析细菌快速从培养基中移出, 并与基质溶液混合, 随
后进行M ALD I质谱测定, 通过叠加对比分析技术,
可迅速鉴定靶细菌种类[17 ]。
4　细胞内多肽一级结构直接分析
随着基于M ALD I 质谱的测序技术不断完善,
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在无需预分离的条件下, 已可直接从细胞样品中获
得部分或完整的多肽一级结构信息。Perry 等人[18 ]
证明了使用M ALD I- PSD 对神经切片进行多肽测
序的可行性, 在L ym naea 的一小片神经组织上, 可
直接进行两种心脏活性小肽 ( sm all card ioact ive
pep t ides, SCP)A 和B 的测序工作。M ALD I- PSD
也可直接分析细胞溶胞产物的一级结构。L i 等人[19 ]
发展了一种双基质样品制备方法, 采取M ALD I-
PSD 技术首次完成了单个神经元内完整多肽的测
序工作。然而, 在多肽分子量大于 2000 D a、结构复
杂化、单个多肽质谱峰无法分辨或者特定肽无法获
得足够碎片离子质谱峰的条件下,M ALD I- PSD 质
谱测序技术仍受到很大限制。目前, 已发明了一些辅
助技术来弥补M ALD I- PSD 技术的不足。例如,
M ALD I2TO F 与 四 极 杆 分 析 器 ( quadrupo le
analyzer) 结合形成的 Q - TO F (quadrupo le t im e2
of2f ligh t ) 质谱仪, 是一种具有高电离效率的
M ALD I 源和多选择性的质量分析器。Q - TO F 由
Q 1、Q 2 和Q 3 组成。Q 1 对母离子表现出高选择性;
Q 2 是高能碰撞室, 用以实现离子的高效碎片化;









14 神经元进行单细胞M ALD I 分析, 发现存在焦谷
氨酸 (pGlu)化肽, 通过用焦谷氨酸氨肽酶处理R 3-
14 神经元得到证实。V ilim 等人[20 ]用M ALD I检测
大脑神经多肽 2 (cereb ra l pep t ide 2, CP2) 前体来源
的活性肽, 通过检测神经元合成CP2 的精确分子量
并与已知肽的质量数进行对比, 阐明了CP2 前体的
整个加工过程, 并发现CP2 前体能产生非CP2 肽。
近年来, 随着M ALD I- PSD 技术不断更新和
发展, 在完善多肽碎片一级结构测序过程中, 可鉴别
众多多肽修饰位点。例如, 在 (M + H - 80) + 处碎片
离子信号是由于缺失 H PO 3, 磷酸化肽中丢失





(N CX) , 这方面的研究亦是近年来多肽结构与功能
研究的热点。由于多肽复合物在气相中稳定性较好,
因而常用电喷雾电离 (ES I) 质谱研究这些多肽的质
谱特性。但是, N CX 的存在会产生干扰并抑制 ES I
的喷雾效率, 所以M ALD I 更适合用于多肽复合物
的电离。目前用M ALD I技术已成功分析了多种非
共价复合物, 并可用于观察N CX 的形成, 如酸性肽
与碱性肽之间盐桥的形成。W oods 等人[21 ]建立了
dyno rph in2m in igastrin 复合物模型, 证明M ALD I技
术在这一研究领域具有特殊的优越性。黄河清等[22 ]
在使用M ALD I2TO F 质谱技术研究电泳纯鲆工鱼肝
铁蛋白 ( liver ferrit in of D asyat is akajei, DAL F) 的





清[23 ]采用有机溶剂萃取和M ALD I- TO F 质谱技
术, 研究海兔口腔神经节中超微量酸性多肽酶分解
酸性多肽L eu- leu 的动力学全过程, 建立了直接分
析神经组织中超微量多肽酶活性的新颖技术。
7　细胞与组织中多肽的半定量分析
尽管M ALD I- TO F 质谱技术能为研究细胞内
多肽组成提供其他技术无法完成的结果和结构信




M ALD I- TO F 质谱技术作半定量分析进行多肽调
控的研究还是可行的。例如, V an Strien 等[14 ]研究
了动物促黑素细胞在不同光照条件下肽量的差异。
另外, J iménez 等发展了一种用肽差异显示法检测
大鼠神经中叶 (neu ro in term edia te lobe, N IL ) 内多
肽的方法, 结果表明, 在不同盐浓度变化条件下
( sub jected to sa lt loading ) 存在半定量的变化。
Garden 等人[5 ]使用单细胞比例法 (sing le2cell ra t io
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app roach ) , 通过比较质谱峰与已知肽峰强度的比
例, 对海兔袋细胞 (bag cell) 神经元内多肽进行半定
量测定。
M ALD I 质谱技术与其他分析技术相比, 具有
高灵敏度、高通量且无需预处理即可直接分析生物
样品多肽组成等一系列优越性。随着基于M ALD I
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　　 Progress of research on ana lysis of peptide com ponen ts in cell and tissue with M ALD I-TOF ma ss
spectrom etry. Z hu J iny ong , H uang H eqing ( T he Cen ter f or A na ly sis and T esting , S chool of L if e
S ciences, X iam en U n iversity , X iam en , 361005)
T he m atrix2assisted laser eso rp t ion lion iza t ion t im e2of2f ligh t m ass spectrom etry (M ALD I2TO F2M S)
has advan tages of h igh th roughpu t and h igh sen sit ivity. It is su itab le fo r analysis of u lt ram icro p ro tein s,
pep t ides, po lysaccharides and nuclear acids. T h is paper describes the recen t developm en t of research on
the direct analysis by M ALD I2TO F2M S of u lt rom icro pep t ides and their t ran sla ted and modified fo rm s in
single cell o r t issue of cen tra l nervou s system. T he M ALD I2TO F m ass spectrom etry can disclo se the
m echan ism s of b iochem ical react ion s and signal t ran sm ission in o rgan ism mo re direct ly and tru ly.
·报摘·
我国应大力发展科学仪器产业
目前, 我国大型工程项目的核心仪器全部依靠进口。全国各类科研经费有一半左右用来购置进口仪器, 研究所, 高校, 以
及国家、地方重点实验室所用的科学仪器, 不论是材料制造设备还是测量仪器大部分都是进口的。针对这种现状, 储君浩等 8
位全国人大代表建议: 应把发展仪器仪表作为国家大事, 制定全方位的规划, 发挥国家、地方、行业、研究所、高校和企业的积
极性。在科技部设立科技设备设施和仪器仪表建设办公室, 设立重要基础研究设备和设施建设专项计划, 设立科学仪器仪表
创新研制专项计划, 增加国家自然科学基金会科学仪器基础研究专项的投入比例。在机制上, 国家科研机构要与地方结合, 研
究所、高校要与企业结合, 部门之间、地方之间、军民之间都要结合互动, 建立有效的发展和管理模式, 包括组织方式、发展定
位、目标和重点、投入强度和方式、评审标准、项目验收等。 摘自 2004 年 4 月 8 日《中国工业报》
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